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L 'invention concerne de nouveaux virus recombinants et leur utilisation pour 
le transfer! de genes dans les cellules du systeme nerveux. Elle concerne egalement 
les compositions pharmaceutiques comprenant lesdits virus recombinants. Plus 
particulierement la presente invention concerne de nouveaux vecteurs derives des 
5 baculovirus et leur utilisation pour le traitement des maladies du systeme nerveux. 

Les baculovirus sont des virus enveloppes a ADN bicatenaire circulaire 
specifiques d'invertebres. Leur prototype, AcNPV, a un genome de 133 kb. Ce 
vecteur est tres largement utilise comme vecteur d'expression de genes eucaryotes en 
cellules d'insectes, a partir de deux promoteurs forts [polyedrine (Ph) et P10], (King 
10 et Possee, The baculovirus expression system. London: Chapman&Hall, 1992.). 

Les baculovirus recombinants sont obtenus par recombinaison homologue 
dans des cellules d'insectes (generalement Sf9 ou Sf21) entre le plasmide navette 
contenant le transgene sous controle d ! un promoteur viral et le genome du 
baculovirus linearise au niveau du site de recombinaison. Un stock de baculovirus 

15 peut alors etre prepare par infection de cellules d'insectes (SF9 ou SF21) par le 
baculovirus recombinant. La production de proteine se fait par infection des cellules 
d'insecte avec le baculovirus: on recolte le milieu cellulaire et on extrait la proteine 
synthetisee in vitro dans les cellules d'insecte. Ces vims sont episomaux (chez 
l'insecte), on peut y integrer jusqu'a 100 kb d'ADN recombinant. Ainsi les 

20 Baculovirus presentent de nombreux avantages lies a leur facilite de production 
(multiplication en cellules d'insectes, conditions de culture industrialisables, 
obtention de titres eleves), a leur capacite de clonage importante, et au fait qu'il 
presentent un faible risque de dissemination car ils ne sont pas replicatifs chez les 
mammiferes. Ces vecteurs n'ont cependant pas ete utilises dans le domaine de la 

25 therapie genique, car d'une part et jusqu'a tres recemment il etait admis que ces virus 
n'infectaient pas les cellules de mammiferes, et d'autre part la transfectioh de 
Baculovirus in vivo chez les mammiferes n'a encore jamais ete mise en evidence. 
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Hoffmann et al. (PNAS USA 92 (1995) 10099-10103) ont montre qu'un 
baculovirus recombinant contenant un gene rapporteur sous controle du promoteur 
precoce de CMV est capable d'infecter et d'exprimer le transgene dans des 
hepatocytes avec une tres bonne efficacite : humains (culture primaire, lignee Huh7 et 
5 HepG2) murins (culture primaire de lapin). Cependant ces auteurs n'ont pas observe 
d'expression significative du transgene dans toute une serie de lignees provenant 
d'origines diverses, y compris du systeme nerveux (neuroblastome de souris Neuro- 
2a, astrocytome humain SW1088 et pheochromocytome de rat PC 12). 

Boyce F.M. et Bucher N.L.R. PNAS USA 93 2348-2352 (1996) ont obtenu 
10 une expression significative du gene LacZ place sous contrdle d'un promoteur RSV 
dans la lignee HepG2 ainsi que dans les lignees 293 (rein humain), A549 (poumon 
humain) et PC 12 (pheochromocytome de rat). lis n'ont pa obtenu d'expression 
significative dans toutes les autres lignees testees, y compris K-562 (myelocyte 
humain) et HL-60 (promyelocyte humain). 

15 Sandig V. et al. (Human Gene therapy 7 1937-1945 (1996)) ont utilise un 

baculovirus recombinant RSV-LacZ pour l'infection d'hepatocytes humains et 
murins. lis ont montre que le virus est sensible au complement et ne peut done pas 
infecter in vivo le foie. lis ont obtenu cependant une infection d'un morceau de foie 
humain perfuse ex vivo par le baculovirus, apres elimination du serum. 

20 Plus recemment, Shoji et al. (J. Gen. Virol. 1997) ont utilise un baculovirus 

recombinant contenant un gene sous controle du promoteur CAG (enhancer precoce 
du CMV et promoteur de la 6-actine de poulet), et ont obtenu une expression 
significative dans differentes lignees cellulaires (HepG2, Huh7, CPK, Cos7, Hela, 
FS-L3 KATO-III). Une faible expression a ete detectee dans les lignees RGM-1, 

25 PC12,IMR-32etMT-2. 

Barsoum et al (Human Gene Therapy, 8 201 1-2018 (1997)) ont montre qu'il 
etait possible de pseudotyper un baculovirus contenant une cassette d'expression de la 
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O-galactosidase sous contrdle du LTR de RSV. Ceci permet d'ameliorer le potentiel 
de transduction de ces vecteurs, en ameliorant Tinfection des cellules infectables par 
le baculovirus non pseudotype, et permet aussi d'infecter des cellules qui n'etaient pas 
infectables par le baculovirus non pseudotype. Cependant ils n ! ont pas teste 1'infection 
5 de cellules neurales. 

Ainsi jusqu'a present aucun vecteur baculovirus n'a ete utilise pour le transfer! 
de genes in vitro ou in vivo dans les cellules du tissus nerveux. En effet, seule la 
lignee PC 12, pouvant presenter dans des conditions particulieres un phenotype 
"pseudo-neuronal" (phechromocytome de rat : systeme nerveux peripherique), s'est 
10 revelee pouvoir etre infectee par le baculovirus, cependant le niveau d'expression 
restait tres faiblement superieur a celui du controle. Enfin, aucune utilisation du 
baculovirus pour le transfert de gene in vivo chez les mammiferes n'a ete decrite 
jusqu'a present. 

La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de construire des 
15 baculovirus recombinants comprenant une sequence d'acides nucleiques heterologue 
codant preferentiellement pour un produit d'interet therapeutique pour le traitement 
des maladies du systeme nerveux , d ! administrer ces baculovirus recombinants in 
vivo, et que cette administration permet une expression stable et local isee du 
transgene in vivo, et en particulier dans le systeme nerveux. La presente invention 
20 fournit ainsi des vecteurs viraux utilisables directement en therapie genique, 
particulierement adaptes et efficaces pour diriger l'expression de transgenes d ! interet 
therapeutique in vivo dans le systeme nerveux ou pour une application ex vivo pour 
le transfert de genes dans des cultures de cellules du systeme nerveux destinees a etre 
greffees. La presente invention offre ainsi une nouvelle approche particulierement 
25 avantageuse pour le traitement et/ou la prevention des maladies neurodegeneratives 
ou le traitement de maladies metaboliques necessitant un traitement specifique du 
systeme nerveux en raison de la faible accessibility des agents therapeutiques qui ne 
franchissent pas la barriere hemato-encephalique. 



Un premier objet de l'invention reside dans des baculovirus recombinants 
comprenant une sequence d'acides nucleiques heterologue codant pour un produit 
d'interet therapeutique pour le traitement des maladies du systeme nerveux. 

En particulier, la sequence d'acides nucleiques heterologue peut comporter 
un ou plusieurs genes therapeutiques. 

Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene 
dont la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible generent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

Le produit proteique ainsi code peut etre une proteine ou un peptide. Ce 
produit proteique peut etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un 
produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente 
aucune pathologie). Dans ce cas, 1'expression d'une proteine permet par exemple de 
pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 1'expression d'une proteine 
inactive ou faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer 
ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une 
proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente 
dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologie. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les hormones, les lymphokines : interleukines, interferons, 
TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, les enzymes de synthese de 
neurotransmetteurs, les facteurs trophiques, en particulier neurotrophiques pour le 
traitement des maladies neurodegeneratives, des traumatismes ayant endommage le 
systeme nerveux, ou des degenerescences retiniennes. Par exemple les membres de la 
famille des neurotrophines tels que le NGF, BDNF, NT3, NT4/5, NT6 et leurs 
derives, les membres de la families du CNTF tels que le CNTF, l'axokine, le LIF et 
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leurs derives, TIL6 , la cardiotrophine , le GDNF et ses derives, les membres de la 
famille des IGF, tels que l'IGF-1, l'IFGF-2 , les membres de la famille de FGF, tels 
que le FGF 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 leurs derives, et le TGF-p. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
5 egalement citer les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc 
(FR 93 04745) , les genes suicides : thymidine kinase, cytosine desaminase, etc., 

Les sequences d'acides nucleiques codant pour des produits d'interet 
therapeutique au sens de la presente invention recouvrent egalement les genes codant 
pour les proteines impliquees dans le metabolisme des acides amines, des lipides et 
1 0 des autres constituants de la cellule. 

On peut ainsi citer de maniere non limitative les genes associes aux maladies du 
metabolisme des carbohydrates com me par exemple fructose- 1 -phosphate aldolase, 
fructose- 1 ,6-diphosphatase, glucose-6-phosphatase, a-l,4-glucosidase lysosomale, 
amylo-l,6-glucosidase, amylo-(l,4 : 1 ,6)-transglucosidase, phosphorylase musculaire, 
1 5 phosphofructokinase musculaire, phosphorylase-b-kinase, galactose- 1 -phosphate 
uridyl transferase, toutes les enzymes du complexe pyruvate dehydrogenase, 
pyruvate carboxylase, 2-oxoglutarate glyoxylase carboxylase, D-glycerate 
dehydrogenase. 

On peut egalement citer : 

20 - les genes associes avec des maladies du metabolisme des amino-acides 

comme par exemple phenylalanine hydroxylase, dihydrobiopterine synthetase, 
tyrosine aminotransferase, tyrosinase, histidinase, fumarylaceto-acetase, glutathion 
synthetase, y-glutamylcysteine synthetase, ornithine-8-aminotransferase, 
carbamoylphosphate synthetase, ornithine carbamoyltransferase, argininosuccinate 

25 synthetase, argininosuccinate lyase, arginase, L-lysine dehydrogenase, L-lysine 
ketoglutarate reductase, valine transaminase, leucine isoleucine transaminase, 
decarboxylase des 2-ceto-acides a chalne ramifiee, isovaleryl-CoA dehydrogenase, 
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acyl-CoA dehydrogenase, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase, acetoacetyl-CoA 
3-ketothiolase, propionyl-CoA carboxylase, methylmalonyl-CoA mutase, 
ATP :cobalamine adenosyltransferase, dihydrofolate reductase, methylene 
tetrahydrofolate reductase, cystathionine p-synthetase, Ie complexe sarcosine 
dehydrogenase, les proteines appartenant au systeme de clivage de la glycine, p. 
alanine transaminase, carnosinase serique, homocarnosinase cerebrale. 

- Les genes associes avec des maladies du metabolisme des graisses et des 
acides gras, comme par exemple lipoproteine lipase, apolipoproteine C-II, 
apolipoproteine E, d'autres apolipoproteines, lecithine cholesterolacyltransferase, 
recepteur des LDL, sterol hydroxylase du foie, « acide phytanique » a-hydroxylase. 

- Les genes associes avec des deficiences lysosomales, comme par exemple a- 
L-iduronidase lysosomale, iduronate sulfatase lysosomale, heparan N-sulfatase 
lysosomale, N-acetayl-a-D-glucosaminidase lysosomale, acetyl-CoA : a- 
glucosamine N-acetyltransferase lysosomale, N-acetyl-a-D-glucosamine 6-sulfatase 

15 lysosomale, galactosamine 6-sulfate sulfatase lysosomale, P-galactosidase 
lysosomale, arylsulfatase B lysosomale, P-glucuronidase lysosomale, N- 
acetylglucosaminyl-phosphotransferase, a-D-mannosidase lysosomale, a- 
neuraminidase lysosomale, aspartylglycosaminidase lysosomale, a-L-fucosidase 
lysosomale, lipase acide lysosomale, ceramidase acide lysosomale, sphingomyelinase 

20 lysosomale, glucocerebrosidase lysosomale et galactocerebrosidase lysosomale, 
galactosylceramidase lysosomale, arylsulfatase A lysosomale, a-galactosidase A, p- 
galactosidase acide lysosomale, chaine a de l'hexosaminidase A lysosomale. 

On peut egalement citer, de facon non restrictive, les genes associes avec des 
maladies du metabolisme des steroides et des lipides, les genes associes avec des 
25 maladies du metabolisme des purines et des pyrimidines, ainsi que les genes associes 
a des maladies du metabolisme de la porphyrine et de Theme. 
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La sequence d'acides nucleiques heterologue peut etre un gene ou une 
sequence antisens, dont ['expression dans la cellule cible perrnet de controler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent par exemple etre transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires 
5 d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. 

Generalement, la sequence decides nucleiques heterologue comprend 
egalement une region promotrice de la transcription fonctionnelle dans la cellule 
infectee. II peut s'agir d'une region promotrice naturellement responsable de 

10 l'expression du gene considere lorsque celle-ci est susceptible de fonctionner dans la 
cellule infectee. II peut egalement s'agir de regions d'origine differente (responsables 
de l'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir 
de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir 
de sequences promotrices issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. 

1 5 Avantageusement, il s f agit d'un promoteur actif dans les cellules ou tissus nerveux, 
notamment d'un promoteur eucaryote. A cet egard, il peut s'agir par exemple d'un 
promoteur ubiquitaire, c'est-a-dire fonctionnel dans la majorite des types cellulaires. 
Encore plus preferentiellement, il s'agit done d'un promoteur ubiquitaire eucaryote. 
Le promoteur peut etre autologue, c'est-a-dire provenant de la meme espece que la 

20 cellule dans laquelle Texpression est recherchee ou xenogenique (provenant d'une 
autre espece). On peut citer a titre d'exernples avantageux des promoteurs ubiquitaires 
eucaryotes des promoteurs forts tels que le promoteur du gene de la phosphoglycerate 
kinase 1 (PGK) ou d'autres promoteurs dirigeant l'expression des genes du 
metabolisme cellulaire obligatoire (ces genes sont dits "domestiques" ou "de menage" 

25 et specifient des proteines necessaires a des fonctions communes a toutes les 
cellules). II s'agit par exemple de genes intervenant dans le cycle de Krebs, dans la 
respiration cellulaire ou encore dans la replication ou la transcription d'autres genes. 
On peut citer comme exemples particuliers de ce type de promoteurs, le promoteur 
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des genes al-antitrypsine, p-actine, vimentine, aldolase A ou Efla (facteur 
d'elongation). 

Le promoteur utilise dans le cadre de l'invention peut encore etre un 
promoteur eucaryote de type neurospecifique. On peut citer a titre d'exemple le 
5 promoteur des genes NSE (Neuron Specific Enolase), NF (Neurofilament), TH 
(Tyrosine Hydroxylase), DAT (Dopamine Transporter), ChAT (Choline Acetyl 
Transferase), DBH (Dopamine P-Hydroxylase), TPH (Tryptophane Hydroxylase), 
GAD (Glutamic Acid Deshydrogenase), GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) et, 
plus generalement, tous les promoteurs des enzymes de synthese ou des transporters 
1 0 des neuromediateurs ou tout autre promoteur de genes dont l'expression est specifique 
d'un type ou sous-type neuronal ou glial donne. 

On peut egalement envisager l'utilisation de promoteurs viraux, tels que par 
exemple les promoteurs CMV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), TK 
(Thymidine Kinase), SV40 (Simian Virus) et LTR (Long Terminal Repeat) de RSV, 
de MLV (Murine Leukaemia Virus) ou de HIV (Human Immunodeficiency Virus). 

II est egalement envisageable d'utiliser des promoteurs chimeriques tels que 
CAG (enhancer de CMV et promoteur de la p-actine de poulet), NRSE-PGK ou des 
promoteurs inductibles tels que les promoteurs inducibles par la tetracycline (Tet-On 
et Tet-Off), les promoteurs inductibles a l'ecdysone, ou encore d'autres promoteurs 
inductibles (RU486, 176-Oestradiol...) et notamment des promoteurs inductibles par 
le stress, tel que le stress thermique (hsp70) 

En outre, ces regions promotrices peuvent etre modifiees par addition de 
sequences d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique 
ou majoritaire. 

Par ailleurs, la sequence d'acides nucleiques heterologue peut egalement 
comporter, en particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal 
dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule 
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cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit 
therapeutique, mais il peut egalement s ! agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

Le virus peut etre utilise aussi bien dans une approche ex vivo ou in vivo. Dans 
5 le cadre d'une therapie genique applicable a l'homme, on peut envisager une approche 
ex vivo par greffe de cellules modifiees genetiquement par un baculovirus 
recombinant. Ces cellules peuvent etre d'origines di verses: nerveuses (humaines ou 
non humaines). L'association de certains medicaments peut etre envisagee en vue 
notamment de d'ameliorer le maintien de la greffe ou l'expression du transgene 
10 (immunosuppresseurs, anti-complement...). On peut aussi envisager l'implantation de 
cellules genetiquement modifiees par un baculovirus recombinant apres 
encapsidation dans un systeme inerte. 

Les baculovirus selon l'invention peuvent etre prepares par toute technique 
connue de l'homme du metier. En particulier, ils peuvent etre prepares par 

15 recombinaison homologue entre un plasmide navette et le genome de Autographa 
California dans les cellules SF9 et amplifie dans ces memes cellules selon la methode 
decrite par Gruenwald S. et Heitz J., 1993 (Baculovirus expression vector system, 
procedure & method manual. Pharmingen Eds, San Diego, CA). Ensuite les 
baculovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les techniques 

20 classiques de biologie moleculaire comme illustre dans les exemples. 

II est egalement possible de pseudotyper les baculovirus, c'est a dire de faire 
exprimer une proteine d'enveloppe autre que celles des baculovirus a la surface de 
ceux-ci, permettant ainsi de modifier le spectre d'hote du virus. On peut ainsi utiliser 
des enveloppes qui permettent d'elargir le spectre d f h6tes a une tres large variete de 
25 types cellulaires ou Ton peut au contraire envisager de restreindre le spectre d'hotes a 
un type specifique de cellules nerveuses. Parmi les proteines d'enveloppe utilisables 
on peut citer notamment : la glycoprotEine de VSV, la proteine d'enveloppe 
amphotrope de MLV. On peut egalement utiliser des proteines d'enveloppes qui 
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permettent d'ameliorer specifiquement l'entree du virus dans les cellules neurales 
(CNS et/ou PNS) telles que la glycoprotein de la rage, Tenveloppe de la rubeole, la 
glycoproteine de HSV. Des variantes preferes de baculovirus recombinants selon 
Tinvention sont des baculovirus pseudotypes par la glycoproteine du virus de la rage 
5 (Rabies Virus) ou la glycoproteine de VS V (Vesicular Stomatitis Virus). 

Ces vecteurs recombinants peuvent etre utilises pour le transfer! d'acides 
nucleiques dans les cellules des tissus nerveux in vitro, ex vivo ou in vivo. 

L f application in vivo pourra etre faite notamment par injection stereotaxique 
du baculovirus recombinant dans le systeme nerveux central (cerveau, moelle). A cet 

10 egard, il est possible d'utiliser l'association d'inhibiteurs du complement (CVF, sCRl, 
FUT175...) pour ameliorer 1'efficacite de la transfection. II est egalement 
envisageable de realiser l'administration du baculovirus, notamment au niveau du 
muscle, afin d'atteindre le systeme nerveux par transport retrograde du baculovirus 
et/ou du produit therapeutique. Dans ce dernier cas, l'injection sera avantageusement 

1 5 precedee par une inhibition du systeme du complement in vivo. 

Comme indique ci-avant, la presente invention concerne egalement toute 
utilisation d f un baculovirus tel que decrit ci-dessus pour la preparation d f une 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des 
maladies du systeme nerveux. Plus particulierement, elle concerne toute utilisation de 

20 ces baculovirus pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou a la prevention de la maladie de Parkinson, de la maladie 
d'Alzheimer, de la sclerose laterale amyotrophique (ALS), de la maladie 
d'Huntington, de Tepilepsie de la sclerose en plaque ou d'autres maladies affectant la 
myelinisation, ainsi que les maladies affectant le metabolisme telles que les maladies 

25 lysosomiales. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs baculovirus recombinants tels que decrits precedemment. 
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Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue d'administrations 
par differentes voies et notamment par voie intramusculaire, sous-cutanee, 
intraoculaire, transdermique, intra-cerebrale, intra-ventriculaire, intra-medullaire, etc. 
De preference, les compositions pharmaceutiques de Tinvention contiennent un 
5 vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe dans le systeme nerveux du patient. II peut s'agir en 
particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. L'injection directe dans le systeme 
10 nerveux du patient est avantageuse car elle permet de concentrer l'effet therapeutique 
au niveau des tissus affectes. L'injection directe dans le systeme nerveux central du 
patient est avantageusement realisee au moyen d'un appareil d'injection stereotaxique. 
L'emploi d'un tel appareil permet en effet de cibler avec une grande precision le site 
d'injection. 

15 A cet egard, Fin vention concerne egalement une methode de traitement des 

maladies du systeme nerveux, telles que par exemple les maladies neurodegeneratives 
ou metaboliques, comprenant Tadministration a un patient d'un baculovirus 
recombinant tel que defini ci-avant. Plus particulierement, Tinvention concerne une 
methode de traitement des maladies neurodegeneratives comprenant Tadministration 

20 stereotaxique d'un baculovirus recombinant tel que defini ci-avant. 

Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D ! une maniere generale, les baculovirus recombinants selon Tinvention 
25 sont formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, 
et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond 
au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une 
culture cellulaire d f insecte, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de 



12 



plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une 
solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

Un autre objet de l'invention concerne toute cellule de mammifere infectee 
par un ou plusieurs baculovirus recombinants tels que decrits ci-dessus. Plus 
particulierement, l'invention concerne toute population de cellules neiii&les humaines 
infectee par ces baculovirus. II peut s'agir en particulier de cellules gliales 
(astrocytaire, microglials oligodendrocyte, cellule de Schwann), ependymales, 
neurales, etc. 

Les cellules selon l'invention peuvent etre issues de cultures primaires. 
Celles-ci peuvent etre prelevees par toute technique connue de l'homme du metier, 
puis mises en culture dans des conditions permettant leur proliferation. S'agissant 
plus particulierement de greffes autologues, il peut s'agir d'astrocytes, de cellules 
embryonnaires, de cellules progenitrices nerveuses ou neuronales telles que les 
progeniteurs issus de telencephale ou de mesencephale humain, ces cellules peuvent 
etre aisement obtenues a partir de biopsies. II peut s'agir egalement de greffe 
heterologue ou encore de xenogreffes issues de pheochromocytomes, ou de cellules 
embryonnaires ou d'astrocytes. Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour 
Tinfection par les baculovirus, ou conservees, par exemple par congelation, pour 
Tetablissement de banques autologues, en vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules 
selon l'invention peuvent egalement etre des cultures secondaires, obtenues par 
exemple a partir de banques preetablies. 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par des baculovirus 
recombinants, pour leur conferer la capacite de produire une substance d'interet 
therapeutique. L'infection est realisee in vitro selon des techniques connues de 
Thomme du metier. En particulier, selon le type de cellules utilise et le nombre de 
copies de virus par cellule desire, Thomme du metier peut adapter la multiplicity 
d'infection et eventuellement le nombre de cycles d'infection realise. II est bien 
entendu que ces etapes doivent etre effectuees dans des conditions de sterilite 



13 



appropriees Iorsque les cellules sont destinees a une administration in vivo. Les doses 
de baculovirus recombinant utilisees pour l'infection des cellules peuvent etre 
adaptees par l'homme du metier selon le but recherche. Les conditions decrites ci- 
avant pour l'administration in vivo peuvent etre appliquees a Tinfection in vitro. 

5 Un autre objet de I'invention concerne un implant comprenant des cellules 

humaines infectees par un ou plusieurs baculovirus recombinants telles que decrites 
ci-dessus, et une matrice extracellulaire. Preferentiellement, les implants selon 
I'invention comprennent 10 5 a 10 10 cellules. Plus preferentiellement, ils en 
comprennent 1 0 6 a 10 8 . 

10 Plus particulierement, dans les implants de I'invention, la matrice 

extracellulaire comprend un compose gelifiant et eventuellement un support 
permettant l'ancrage des cellules. 

Pour la preparation des implants selon I'invention, differents types de 
gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour l'inclusion des 

1 5 cellules dans une matrice ay ant la constitution d'un gel, et pour favoriser l'ancrage des 
cellules sur le support, le cas echeant. Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent 
done etre utilises comme gelifiants, tels que notamment le collagene, la gelatine, les 
glycosaminoglycans, la fibronectine, les lectines, etc. De preference, on utilise dans 
le cadre de la presente invention du collagene. II peut s'agir de collagene d'origine 

20 humaine, bovine ou murine. Plus preferenciellement, on utilise du collagene de type 
I. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon Tinvention comprennent 
avantageusement un support permettant Tancrage des cellules. Le terme ancrage 
designe toute forme ^interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
25 Tadhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules 
peuvent soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a Tinterieur de ce support, soit 
les deux. On prefere utiliser dans le cadre de I'invention un support solide, non 
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toxique et/ou bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de 
polytetrafluoroethylene (PTFE) ou un support d'origine biologique. 

Les implants selon l'invention peuvent etre implantes en differents sites de 
l'organisme. En particulier, l'implantation peut etre effectuee dans un muscle, une 
tumeur, le systeme nerveux central, ou encore sous une muqueuse. Les implants selon 
invention sont particulierement avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler 
la liberation du produit therapeutique dans l'organisme : Celle-ci est tout d'abord 
determinee par la multiplicity d'infection et par le nombre de cellules implantees. 
Ensuite, la liberation peut etre controlee soit par le retrait de l'implant, ce qui arrete 
definitivement le traitement, soit par l'utilisation de systemes d'expression regulable, 
permettant d'induire ou de reprimer l'expression des genes therapeutiques. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement 
ou la prevention des maladies du systeme nerveux. Elle est tout particulierement 
adaptee au traitement des maladies d f Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, et de 
TALS, ou encore les maladies lysosomiales. Les baculovirus selon ['invention 
presentent en outre des avantages importants, lies notamment a leur faible 
immunogenicite, en raison de Tabsence depression des proteines du baculovirus 
dans les cellules de mammiferes. 

La presente invention sera decrite plus en detail a Taide des exemples qui 
suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

MATERIELS ET METHODES 

Techniques generales de biologic nnoIeculaSre 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 



15 

phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d ! ADN en milieu salin par de 
Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
5 Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Pethanol puis incubes en presence de 
1 0 l'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du foumisseur. La destruction des extremites 3* proeminentes est 
effectuee en presence de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
15 recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. J_3 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

20 L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 

PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 230 (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. JJ55 (1987) 335-350] peut 
etre effectuee en utilisant un M DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

25 La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 

methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : construction de different vecteurs baculovirus 

1.1 - Construction et production du Baculovirus RSV-LacZ: 

Le baculovirus recombinant RSV-LacZ a ete obtenu par recombinaison 
homologue entre un plasmide navette et le genome de Autographa California dans les 
cellules SF9 et amplifie dans ces memes cellules selon la methode decrite par 
Gruenwald S. et Heitz J., 1993 (Baculovirus expression vector system, procedure & 
method manual. Pharmingen Eds, San Diego, CA). 

Le plasmide navette a ete elabore par insertion dans le plasmide pVL1392 
(Pharmingen, San Diego, CA) d'une cassette d'expression du gene de la beta- 
galactosidase nucleaire sous controle du LTR de RSV, et du signal de 
polyadenylation de SV40 en aval du gene LacZ. Cette cassette d ! expression a ete 
inseree dans le site multiple de clonage en orientation inverse par rapport au 
promoteur de la polyhedrine contenu dans le plasmide pVL1392. 

Le virus est ensuite produit par amplification dans des cellules Sf9. II a ete 
concentre d'un facteur 100 par ultracentrifugation de 180 ml de surnageant (titre 
initialement a 3 x 10 7 pfu/ml) a 25.000 t/min a 4°C pendant 90 minutes dans un rotor 
SW 28, puis repris dans 2ml de PBS, ultracentrifuge a 25.000 t/min a 4°C pendant 90 
minutes dans un rotor SW 41 dans un gradient de saccharose (10% a 60%, en PBS). 
La bande blanche correspondant aux particules virales purifiees a ete prelevee et 
resuspendue dans du PBS et ultracentrifugee a 25.000 t/min a 4°C pendant 90 
minutes. Le culot a ete resuspendu dans 1,5 ml de PBS froid. Ce stock de virus 
concentre et purifie a ete conserve a 4°C. 

1.2 - Construction et production du Baculovirus CAG-LacZ: 
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Le baculovirus recombinant CAG-LacZ a ete obtenu en utilisant le plasmide 
navette pAcYMl (Matsuura et al, J. of Gen. Virol. 68 (1987) 1233-1250). Une 
cassette d'expression contenant le promoteur CAG controlant l'expression du gene 
LacZ a ete inseree dans le plasmide navette. Le promoteur CAG est un promoteur 
5 composite consistant en un enhancer CMV IE, le promoteur de la Z>eta-actine de 
poulet et le signal de polyadenylation de la fceta-globine de lapin. 

Le baculovirus recombinant a ete obtenu par recombinaison homologue dans 
les cellules Sf9, puis amplifie dans ces cellules (selon le protocole de Matsuura et al., 
J. of Gen. Virol. 68 (1987) 1233-1250). 

10 Le virus utilise a ete obtenu par amplification d'un aliquot du baculovirus 

recombinant dans les cellules Sf9. La solution virale est titree a lxlO 9 pfu/ml. Le 
virus est ensuite concentre d'un facteur 100 et purifie dans les memes conditions que 
celles decrites pour le baculovirus RSV-LacZ. 

Exemple 2 : test de V infection in vitro de differentes cultures cellulaires 

15 2.1- Infection des cultures primaires d'astrocytes adultes: 

Les cellules sont cultivees dans des boites de 4 puits. L'infection se fait a 37°C 
dans du milieu de culture sans serum pendant 2 h environ. Elle a ete faite avec des 
concentrations croissantes de virus recombinant. Apres 24 h les cellules sont fixees 
(PFA 4%) et colorees par du X-Gal. Les controles non infectes ne presentent pas de 
20 cellule bleue. 

L'observation des cultures a 24 et 48 heures apres Tinfection montre que le 
baculovirus recombinant est capable d'infecter des cellules d'une culture primaire 
d'astrocytes humains (telencephale humain cultive en bFGF) et d'exprimer le gene 
LacZ (observe par reaction X-Gal). 



25 
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2 - 2 " Infection des cultures primaires de telencephale embryonnaire humain: 

Les cellules sont cultivees en milieu contenant du bFGF (milieu permettant de 
les maintenir dans un etat de cellules progenitrices non ou tres peu differenciees). 
L'infection a ete faite dans le milieu de culture complet pendant 2 h. Les controles 
non infectes ne presentent pas de cellules bleues. 

L'observation des cultures quatre jours apres l'infection montre que le 
baculovirus recombinant est capable d f infecter des cellules progenitrices nerveuses 
humaines (telencephale humain cultive en bFGF) et d'exprimer le gene LacZ (observe 
par reaction X-Gal). 

L'ensemble de ces resultats demontrent que les vecteurs recombinants derives 
des baculovirus sont capables d'infecter differents types de cultures primaires de 
cellules neurales in vitro et peuvent etre ainsi utilises comme vecteur de therapie 
genique pour le transfer! de genes ex vivo. 

Exemple 3 : Test in vivo 

3.1 - Injection stereotaxique dans le striatum de rat: 

Des rats femelles adultes Sprague-Dowley ont ete injectees avec 9 ^1 de virus 
RSV-LacZ concentre. L'injection a ete faite par injection lente de 1 de virus (0,25 
^il/min) dans trois sites d'injections avec 3 sous-sites pour chacun des sites. 

Coordonnees stereotaxiques par rapport au Bregma : 

A: +1,8 , L: + 2,5 , V0: -5 , VI: -4,6 , V2: -4,2 
A: +0,6 , L: + 3,2 , V0: -5 , VI : -4,6 , V2: -4,2 
A: + 0,6 , L: +2 , V0: -5 , VI: -4,6 , V2: -4,2 

Apres une semaine les rats sont fixes par perfusion intracardiac de PFA 4% 
en PBS et les cerveaux post-fixes pendant 24 h a 4°C dans du PFA 4%. Les cerveaux 
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sont ensuites cryoproteges par immersion dans du saccharose 15% dans du PBS 
pendant 72h. Les cerveaux sont ensuites congeles dans de l'isopentane froid (-50°C) 
et preserves a - 80°C. 

3.2 - Histologie sur les cerveaux des rats injectes: 

5 Les cerveaux sont coupes au niveau du striatum au cryostat (epaisseur de 

coupe: 20 urn). Les coupes sont etudiees en immunohistochimie pour detecter la 
presence de P-galactosidase d*E coli. Les lames sont lavees en PBS, incubees en 
methanol + H202 0,3% pendant 1 heure, lavees en PBS, puis preincubees pendant 2 
h avec du PBS + 10% SVF + 0,1% de Triton. Ensuite elles sont incubees toute la nuit 
10 avec de Tanticorps anti-B-Gal (Cappel: l:5000eme), lavees avec du PBS, puis 
incubees avec l'anticorps secondaire (Kit Vectastain Goat Anti-Rabbit). La revelation 
est faite en DAB + Nickel. 

Un double-marquage fluorescent 6-GaI + GFAP a ete fait en utilisant un 
anticorps monoclonal anti-B-Gal (Promega) et un anticorps anti-GFAP polyclonal. 
15 Tres peu de cellules sont doublement marquees. 

Un double-marquage fluorescent B-Gal + NeuN a ete fait en utilisant un 
anticorps polyclonal anti-B-Gal (Cappel) et un anticorps anti-NeuN polyclonal. NeuN 
est un marqueur specifique des neurones differencies. On observe que la pluspart des 
cellules sont doublement marquees. 

20 On observe une transduction et un marquage plus prononce des neurones a la 

peripheric du corps calleux ainsi que des cellules neuronales dans le striatum. 

L'etude par immunohistochimie avec Tanticorps anti-BGal demontre que le 
baculovirus recombinant permet Vinfection et Texpression du transgene dans un grand 
nombre de cellules nerveuses. Elle montre aussi que le baculovirus recombinant est 
25 insensible a Tinactivation par le complement dans le CNS. 
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REVENDICATIONS 

1. Baculovirus recombinant comprenant une sequence d'acides nucleiques 
heterologue codant pour un produit d'interet therapeutique pour le traitement des 
maladies du systeme nerveux. 

2. Baculovirus selon la revendication 1, caracterise en ce que la sequence 
d'acides nucleiques heterologue est un gene ou une sequence antisens. 

3. Baculovirus selon la revendication 2, caracterise en ce que la sequence 
d'acides nucleiques heterologue est un gene codant pour un produit d'interet 
therapeutique choisi parmi les hormones, les lymphokines, les facteurs de croissance, 
les enzymes de synthese de neurotransmetteurs, les facteurs trophiques, les proteines 
impliquees dans le metabolisme des acides amines, des lipides ou des carbohydrates. 

4. Baculovirus selon la revendication 3, caracterise en ce que les facteurs 
trophiques sont choisis parmi les membres de la famille des neurotrophines tels que le 
NGF, BDNF, NT3, NT4/5, NT6 , les membres de la families du CNTF tels que le 
CNTF, l'axokine, le LIF, l'IL6 , la cardiotrophine , le GDNF, les membres de la 
famille des IGF, tels que l'IGF-1, riFGF-2 , les membres de la famille de FGF, tels 
que le FGF 1, 2, 3, 4, 5, 6,-7, 8, 9 et le TGF-p. 

5. Baculovirus selon la revendication 3, caracterise en ce que le gene codant 
pour un produit d'interet therapeutique est le gene codant pour la p-glucuronidase. 

6. Baculovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce qu'il s'agit d'un baculovirus exprimant une proteine d'enveloppe autre que celle 
des baculovirus. 

7. Baculovirus selon la revendication 6, caracterise en ce que la proteine 
d'enveloppe est la glycoproteine du virus de la rage ou la glycoproteine de VSV 
(Vesicular Stomatitis Virus). 
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8. Baculovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce qu'il comprend egalement des sequences promotrices permettant l'expression de la 
sequence d'acides nucleiques heterologue. 

9. Baculovirus selon la revendication 8, caracterise en ce que la sequence 
5 promotrice est choisie parmi les promoteurs des genes NSE (Neuron Specific 

Enolase), NF (Neurofilament), TH (Tyrosine Hydroxylase), DAT (Dopamine 
Transporter), ChAT (Choline Acetyl Transferase), DBH (Dopamine p-Hydroxylase), 
TPH (Tryptophane Hydroxylase), GAD (Glutamic Acid Deshydrogenase), GFAP 
(Glial Fibrillary Acidic Protein). 

10 10. Baculovirus recombinant selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en 
ce qu'il comprend egalement des sequences signal permettant d'induire une secretion 
du produit therapeutique. 

1 1. Utilisation d'un baculovirus recombinant comprenant dans son genome une 
sequence d'acides nucleiques heterologue codant pour un produit d'interet 

15 therapeutique pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement des maladies du systeme nerveux. 

12. Utilisation d'un baculovirus recombinant selon la revendication 11, 
caracterise en ce que la sequence d'acides nucleiques heterologue est un gene ou une 
sequence antisens. 

20 13. Utilisation d'un baculovirus recombinant selon la revendication 12, 
caracterise en ce que la sequence d'acides nucleiques heterologue est un gene codant 
pour un produit d'interet therapeutique choisi parmi les hormones, les lymphokines, 
les facteurs de croissance, les enzymes de synthese de neurotransmetteurs, les 
facteurs trophiques, les proteines impliquees dans le metabolisme des acides amines, 

25 des lipides ou des carbohydrates. 
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14. Utilisation d'un baculovirus recombinant selon la revendication 13, 
caracterise en ce que les facteurs trophiques sont choisis parmi les membres de la 
famille des neurotrophines tels que le NGF, BDNF, NT3, NT4/5 et NT6, les membres 
de la families du CNTF tels que le CNTF, Paxokine, le LIF, TIL6 , la cardiotrophine , 

5 le GDNF, les membres de la famille des IGF, tels que FIGF-1, l'IFGF-2 , les 
membres de la famille de FGF, tels que le FGF 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, et le TGF-p. 

15. Utilisation d'un baculovirus recombinant selon la revendication 13, 
caracterise en ce que le gene codant pour un produit d'interet therapeutique est le 
gene codant pour la P-glucuronidase 

10 16. Population de cellules du systeme nerveux (e.g. cerveau, moelle epiniere, 
cellules neurales, gliales, ependymales^ infectee par un ou plusieurs baculovirus 
recombinants selon Tune des revendications 1 a 10. 

17. Implant comprenant des cellules humaines infectees par un ou plusieurs 
baculovirus recombinants selon Tune des revendications 1 a 10. 

15 18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs baculovirus 
recombinants selon Tune des revendications 1 a 10, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 



